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浙江 产 眼镜 蛇毒 胆 碱 酯 酶 的 研究 
出 、 酶 的 疏水 层 析 行为 
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摘 和 要 


本 文 报导 了 三 种 疏水 蝴 新 吸附 剂 的 制 竹 ， 并 比 歼 了 这 几 种 吸附 剂 对 浙江 产 
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KEMEBARNOABHBARORKEBA, TRA MK 性 基 团 的 物质 吸 
附 ， 后 者 固定 化 后 , 制 成 吸附 剂 进行 柱 层 析 , 这 就 是 所 谓 “ 羽 水 层 析 ”。 近 年 来 随 着 亲 和 
层 析 的 广泛 应 用 ， 玖 水 层 析 的 按 术 也 有 了 发 展 ， 目 前 不 仅 成 为 一 种 生物 高 分 子 分 离 纯化 
的 方法 ， 而 且 也 为 酶 的 疏水 区 性 质 的 研究 提供 了 线索 。 

最 早 用 政 水 层 析 法 纯化 酶 取得 成 功 的 是 糖 元 磷酸 化 酶 ， (Er-el efal, 1972) 
Massoulie 等 〈《1976 〉 报 导电 鱼 电 组 织 中 胆 碱 酷 酶 表面 的 疏水 区 被 固定 化 吸附 剂 上 的 碳 
掉 链 吸附 。 我 们 《 余 微 明 等 ，1981) ARAE H E biie TR akt ke BEE pR AH E aL 
程 中 观察 到 ， 所 用 亲 和 吸 附 剂 “ 手 蔷 ” 瑞 氧 链 的 长 得 对 分 离 纯化 的 效果 有 于 分 显著 的 作 
用 ， 左 毛 链 越 长 对 醇 的 吸附 作用 也 强 ， 看 来 这 是 由 于 酶 表面 的 琉 水 性 基 团 与 碳 所 和 链 之 间 
的 亲和力 。 本 文 拟 就 酶 的 防水 行为 作 进一步 报导 。 


材 料 及 方法 


1, 浙 江 产 眼镜蛇 蛇毒 的 来 源 及 胆 碱 酯 酶 活性 测定 方法 、 蛋 白 浓 度 测定 法 、 酶 的 活力 
单位 表示 法 、 聚 两 燃 醚 胺 凝 胶 电泳 法 均 同 以 前 报导 。 CRRA, 1981) 


本 文 1982 年 8 HAA, 198346 1 H19A ia KA, 
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CRM RBA Koch-Light 出 品 。 其 余 非 常用 试剂 都 是 东风 生化 试剂 厂 提供 。 
2, 朴 水 层 折 的 吸附 剂 及 其 制备 方法 ， 所 用 朴 水 层 析 吸附 剂 有 以 下 三 种 见 表 1 。 


表 1 mK & tt RO i 








Er 号 X 构 

BRM I $—NH(CH:)} NH—C0— <> 
ĮI s—NH(CH,),CH;, 
I 3—NH(CH,),CH, 


一 AREER 


吸附 剂 的 制备 依据 Cuatrecasas 等 人 《1970) 的 方法 ， 上 以 琼脂 精 凝 胶 4B 作为 载体 ， 
省 化 握 活 化 后 分 别 连接 已 二 胺 、 已 胺 及 辛 胺 ， 后 二 者 就 是 吸附 剂 了 及 证 ， 连 接 已 二 胶 者 
再 通过 缩合 剂 环 己基- (3,3 - 二 甲 丙胺 ) RERA P HSER REE, 这 就 是 吸附 剂 
I, 

SHAKER: AM RRS RAR. CRBS, 1981) 将 已 制备 好 的 吸附 剂 
装 入 玻璃 柱 中 ， 用 砍 酸 缓冲 液 0.05M，PH7.。8 平衡 。 蛇 毒 干粉 悬浮 在 同样 的 磷酸 组 冲 液 
中 ， 浓 度 1 %, 30008 /HP RL, REPEC, LARL, 


aOR 


1, 眼 镜 蛇 毒 胆 碱 酯 酶 在 吸附 剂 【1 上 的 层 析 行为 ， 吸 附 剂 1 在 特定 的 层 析 系 统 中 能 完 
ye et we 3 Ra, BOLMAN - BRERA HREM. RAR 
高 盐 深 液 洗 脱 CShaltial, 1973, 1974) ， 我 们 加 高 盐 浓 度 至 0.1 好 的 握 化 钠 能 部 分 洗 脱 
醇 ，0.2 太 的 氢化 钠 可 完全 将 酶 洗 脱 但 峰 形 平坦 ， 改 用 0.2 肝 的 四 乙 基 矶 化 镑 则 可 以 得 到 
一 个 陡 峰 见 图 1 ， 同 时 可 取得 较 好 的 纯化 效果 ， 见 表 2 。 
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图 1 酶 在 吸附 剂 1 上 的 层 析 行 
oe, A RREK R, 直径 
PA 0.652 K, HRRIEG, 

流速 芍 20 党 着 /小 时 。 ee 
bp SMAARTARH, & 
心 后 取 4.5 Hh, # 
BERR, MABE 
go zo ko fo mo (-0o—o-)f 280E MA 的 
RER AE R(-A-A-), 新 头 表 

示 洗 脱 浪 加 入 处 。 
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家 2 吸附 剂 1 对 蛇毒 胆 碱 酯 酶 的 纯化 


BEA (8%) AmI Ai) 比 活力 Bi fe tf 话 力 回收 (%) 
E E #® 54 235 4.4 
BRHEEE BRS 0.68 118 


174 40 51 
*# “ 系 用 0.1M 四 乙 基 砚 化 尽 洗 腊 ， 其 余 处 理 均 同 图 1 说明 ， 


用 此 法 分 离 纯化 的 酶 经 超 滤 浓 缩 之 后 用 聚 丙烯 隔 胶 凝 胶 电 永 分 离 ， 考 马 氏 兰 显 色 有 
杂 和 蛋白 ， 酶 显 色 在 相 邻 区 域 有 6 条 明晰 的 区 带 ， 与 原 蛇 毒 相同 ， 见 图 2 ， 提 示 了 蛇毒 中 
的 胆 碱 酯 酶 的 疏水 性 质 相似 。 

2. 服 镜 蛇 毒 胆 碱 酷 酶 在 豚 附 剂 I 上 的 层 析 行 为 ， 此 种 吸附 剂 也 能 完全 吸附 蛇毒 胆 碱 


酯 酶 ，0.1 叶 氧化 钠 完 全 不 能 洗 下 ，0.2 寻 的 四 乙 基 碳化 铁 不 能 完全 洗 下 ， 须 用 0。25 必 才 
能 洗 脱 ， 见 图 3 。 
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AFARA) 
A4 酶 在 吸附 剂 置 上 的 层 析 抹 为 。 说 明 见 图 4 
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讨 论 

1. 吸 附 剂 1 与 前 文 报导 ( 余 微 明和 等 ，1981〉 所 用 亲 和 层 析 吸 附 剂 的 差别 仅 在 于 前 者 
的 末端 是 一 个 莱 环 ， 而 后 者 相同 位 置 的 茶 环 上 还 有 一 -个 冶 位 季 狠 盐 基 团 ， 这 两 者 都 能 亲 
和 豚 附 蛇毒 中 的 胆 碱 酯 醇 ， 但 是 吸附 剂 上 有 一 个 季 铁 盐 基 团 的 可 用 低 浓 度 的 另 一 个 季 铁 
盐 即 间 -羟基 蔡 基 三 甲 基 毛 化 铵 将 酶 洗 脱 ， 而 吸附 剂 上 有 一 个 荃 环 的 必须 用 较 高 的 盐 浓 
度 才 将 酶 洗 脱 ， 这 种 差别 可 能 表示 吸附 剂 作用 于 荐 表面 的 区 域 有 所 不 同 ， 前 者 的 季 铁 盐 
基 团 可 与 酶 活性 中 心 的 阴离子 部 分 通过 静电 引力 的 作用 相 吸 引 ， 可 用 另 一 种 与 酶 结合 
K:z 值 更 低 的 季 铁 盐 将 其 洗 脱 ,， 而 后 一 种 吸附 剂 上 的 葵 环 可 与 本 的 疏水 区 通过 非 极 性 基 团 
之 间 的 疏水 引力 作用 ， 因 而 必须 用 较 高 的 盐 浓度 才能 够 洗 下 。 用 02M 的 四 乙 基 碘 化 铁 
从 疏水 吸附 剂 上 洗 脱 酶 比 同 浓度 的 氧化 销 好 ， 这 可 能 是 由 于 四 乙 基 础 化 锭 中 有 一 个 较 大 
的 极 性 基 团 。 从 酶 纯化 的 角度 看 ， 在 吸附 剂 上 有 一 个 可 与 酶 的 活性 中 心 相 作用 的 基 团 ， 
对 酶 的 作用 更 专 一 ， 可 达到 更 好 的 纯化 效果 。 

2. 吸 附 剂 了、 下 各 有 一 个 较 长 的 烷 基 链 ， 酶 被 吸附 之 后 洗 脱 的 条 件 随 烷 基 链 不 同 而 
有 所 差别 ， 烷 基 链 越 长 越 难 洗 脱 ， 表 示 它 与 酶 的 琉 水 区 的 吸力 更 大 ， 而 末端 是 茶 环 的 吸 
HA 工 洗 脱 较 易 ， 这 可 能 是 由 于 酶 的 疏水 区 域 的 构 型 更 接近 于 烷 基 链 的 构 型 状态 ， 也 可 
能 烷 基 链 像 一 个 长 于 更 容易 深入 接 机 到 酶 的 臣 水 区 。 

3. 蛇 毒 胆 碱 酷 酶 有 6 个 同 功 酶 条 带 已 在 前 文 报导 《 剑 微 明 等 ，1981) eK ea 
程 中 并 不 能 将 它们 分 开 ， 这 表示 它们 之 间 在 朴 水 区 的 构 型 方面 并 无 明显 差别 。 
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STUDIES ON THE CHOLINESTERASE FROM THE VENOM 
OF NAJA NAJA ATRA OF ZHEJIANG PROVINCE kK. SOME 
HYDROPHOBIC CHROMATOGRAPHIC BEHAVIOUR 
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This paper reported the preparation of three hydrophobic chromatographic absorbents and the 
comparison of some hydrophobic chromatographic behaviour of the cholinesterase from the Venom of Naja 
Naja atra» The length of the “Spacer arm” affected the adsorption of the enzyme, the more extended the 
carbon chain of the “Spacer arm”, the stronger the adsarption of the enzyme. The cholinesterase from 
hydrophobic chromatography gave six bands in dise gel electrophoresis too. That implied a similar of the 


hydrophobic region of the isoenzymes. 


